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Die MediGene AG in Planegg/Deutschland hat eine Patentan- 
meldung unter der Bezeichnung 



"Diagnosekit fiir Hauttest und Verfahren 
zur Durchf iihrung desselben" 
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am 27. August 1997 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Das angeheftete Stiick ist eine richtige und genaue Wiederga- 
be der urspriinglichen Unterlage dieser Patentanmeldung . 
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Symbole A 61 K und C 12 Q der Internationalen Patentklas- 
sifikation erhalten* 
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27. August 1997 
Neue Patentanmeldung 
Anmelder: MediGene AG 
Unser Zeichen: M7124-DE 

Patentanspriictie 

Hauttest-Diagnosekit zum Nachweis einer Immunreaktion 
gegen das Onkoprotein EG und/oder E7 eines 
Humanpapillomavirentyps , wobei das Diagnosekit eine 
wirksame Menge des Onkoproteins EG und/oder E7 und/oder 
mindestens eines immunologisch wirksamen Teils von E6 
und/oder E7 eines Humanpapillomavirustyps enthalt . 

Diagnosekit gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
der enthaltene Teil des Onkoproteins aus HPV 16 
entstammt . 

Diagnosekit gemalS Anspruch 1 oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet , daS der immunulogisch wirksame Teil des 
Humanpapillomavirustypes mindestens ein synthetisch 
hergestelltes Peptid ist. 

Diagnosekit gemaiS einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , daE das enthaltene Onkoprotein E 
7 Oder der immunologisch Teil wirksame desselben aus HPV 
16 ist Oder sind. 

Diagnosekit gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS das enthaltene Onkoprotein 
Oder der immunologisch wirksame Teil desselben in einem 
Losungsmittel gelost ist. 



Diagnosekit gemaS Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Losungsmittel 70 % Glycerin ist. 
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7. Diagnosekit gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , daS die Menge an Onkoprotein oder 
des immunologisch wirksamen Tails 0,01 bis 10 /ig pro zu 
applizierender Charge betragt . 

8. Diagnosekit gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS das Diagnosekit weiterhin 
einen Applikator umf aSt , mit dem die wirksame Menge des 
Onkoproteins oder des immunologisch wirksamen Teils 
desselben intrakutan injezierbar ist . 

9. Diagnosekit gemafi Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Applikator eine Spritze ist. 

10. Biagnosekit gemafi Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Applikator ein Teststempel ist, wie er beispielsweise 
fur den TINE-Test oder den Multitest "Sero" zum Einsatz 
kommt . 

11. Verfahren fur die Durchfuhrung eines Hauttests zum 
Bestimmen einer Immunantwort gegenuber den Onkoproteinen 
E6 und/oder E7 eines HPV-Typs mit den folgenden 
Schritten : 

a) Bereitstellen eines Diagnosekits gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 9 ; 

b) Intrakutanes Applizieren einer wirksamen Menge zumindest 
eines Onkoproteins E6 und E7 oder wirksamer Telle 
derselben in eine Testperson; 

c) nach einer hinreichenden Inkubationszeit , visuelles 
Inspizieren der Hautstellen der Applikation, um eine 
Immunantwort f est zustellen . 
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Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekermzeichnet , daE 
die visuelle Inspektion der Hautstelle eine Woche nach 
der Applikation des Onkoproteins erf olgt . 
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Beschreibunq' 

Diaqnosekit fur Hauttest und Verfahren zur Durchfuhrung 
desselben 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Hauttest zum 
Feststellen des Immunstatus gegen humane Papillomaviren . 

Humane Papillomaviren (HPV) sind mit malignen Karzinomen des 
Anogenitaltrakts, speziell des Cervix uteri, der Vulva, des 
Penis und des Analkanals, eng verbunden. "High-risk" HPV 
Typen - wie z.B. HPV16 - trans formieren Keratinozyten mittels 
der in ihnen enthaltenen viralen Onkoproteine E6 und E7 durch 
Inaktivierung von Tumorsuppressor-Proteinen. Hierbei wird 
davon ausgegangen, dafi die beiden Onkoproteine E6 und E7 
kooperativ an der Immortal isierung beteiligt sind (Hawley- 
Nelson, EMBO J., 8, 3905 (1989)). 

Die durch HPV transf ormierten Krebszellen exprimieren auch 
noch in f ortgeschrittenen Tumorstadien die viralen Proteine 
E6 und E7 . Es wird vermutet, dafi eine spontane oder eine 
durch Impfung induzierte Immunreaktion gegen diese Proteine 
zur Ruckbildung von durch HPV bedingten Tumoren fuhren 
konnte. Bisher vsrurden Patienten oder Patientinnen mit 
spontaner Ruckbildung ihrer Erkrankung nicht untersucht, weil 
Untersuchungen der zellularen Abwehrreaktion in vitro aufierst 
zeitaufwendig und trotzdem relativ wenig empfindlich sind. 
Die Rolle der zellularen Immunantwort bei Impfungen gegen 
HPV-assoziierte Lasionen ist unklar. 

Hauttestungen werden teilweise bereits im klinischen Bereich 
in der Allergologie und bei Inf ektionskrankheiten (in erster 
Linie bei der Abklarung der Tuberkulose in Form des bekannten 
TINE-Tests) eingesetzt. Fur virologische Fragestellungen oder 
fur die Krebsf orschung gab es jedoch bisher praktisch keine 
spezif ische Anwendung . 
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Hauttestungen sind auch fur wissenschaf tliche Fragestellungen 
ein hervorragendes Werkzeug und zur raschen und praktikablen 
Erfassung komplexer zellularer Immunreaktionen in ^^i^ro 
geeignet. Ein Hauttest zur Untersuchung der zellularen 
immunreaktion gegen "high risk" HPV ist im Stand der Technik 
vorbekannt. Diese erste Anwendung des Hauttests zur 
Feststellung einer Immunreaktion gegen ein krebsassoziiertes 
Virus wurde mit dem Hullprotein LI des "high risk" HPV Typ 16 
durchgefuhrt (Gebrauchsmuster G91 06 105.9) und in der Folge 
in Tiermodellen angewandt . 

Ein Modell fur den Hauttest gibt es auch bei der Maus; es 
wurde dabei die Immunreaktion auf ein transplantiertes 
Antigen untersucht (McLean et al . J. Gen. Virol. 74, 239-245 
(1993) ) . 

Dieser vorbekannte Hauttest erfafite nicht die humorale 
immunantwort auf eine HPV Infektion. Im Gegensatz zur 
zellularen Abwehr ist die Erfassung der humoralen 
immunreaktion r.elativ einfach im Labor mittels s_erologischer 
Tests durchfuhrbar. Es gilt als bewiesen, daS Antikorper 
gegen dreidimensional intakte Strukturen der 

Virushullproteine Papillomaviren neutralisieren konnen 
(Christensen et al . J Gen Virol 75. 2271 (1994)). Antikorper 
gegen die fruhen Proteine E6 und E7 sind mit malignen Tumoren 
der Cervix uteri ^ssoziiert ( Jochmus-Kudielka et al . J. Natl. 
Cancer Inst. 81, 1698 (1989)). 



30 Eine prophylaktische Impfung mit aus Hullprotexnen 
bestehenden "virus like particles" wurde eine HPV-Inf ektxon 
und das damit verbundene Krebsrisiko vorbeugend reduzieren. 
Die humorale Immunantwort gegen HPV spielt aber keine Rolle 
bei der Riickbiidung von bereits bestehenden Lasionen. Die 

3 5 Serologie hat daher epidemiologische Bedeutung . 
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Zusammenf assend zeigen die Experimente in Tiermodellen und 
bei Patientinnen, daS zellulare Immunreaktionen gegen virale 
Proteine durch Hauttestung nachweisbar sind. Aufgrund der 
Daten kann vermutet werden, daS eine Immunreaktion gegen das 
Hiillprotein LI nicht mit Regression einhergeht, da in 
f ortgeschrittenen Lasionen intakte Viruspartikel nicht mehr 
gebildet werden. Daher sind die transf ormierenden 
Virusproteine EG und E7 das wahrscheinliche Ziel einer 
"heilenden" Immunreaktion. Diese Tumorantigene sind somit 
potentielle Kandidaten fur die Entwicklung eines Impfstoffs, 
wenn zusatzlich zur prophylaktischen Wirksamkeit durch 
Virushullproteine eine therapeutische Effektivitat erzielt 
werden soil. Es wird angenommen, daS durch eine solche 
Impfung zytotoxische T-Zellen und T-Helf erzellen gegen 
persistent infizierte Genitallasionen aktiviert werden. 

Ein in vivo Test, urn den Erfolg einer solchen Impfung gegen 
E6 und/oder E7 anhand der vom Immunsystem als Reaktion auf 
die Impfung zellularen Abwehrreaktion nachzuweisen, ist 
jedoch bislang nicht bekannt . 

Aufgabe der Erfindung ist daher die Bereitstellung eines 
Tests, mit dem der Immunstatus gegen E6 und/oder E7- Proteine 
von Papillomaviren in vivo auf einfache Weise festgestellt 
werden kann. Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS durch die 
Bereitstellung des Diagnosekits fur Hauttests gemaS dem 
unabhangigen Patentanspruch 1, sowie das Verfahren zur 
Durchfuhrung eines Hauttests gemaS dem unabhangigen 
Patentanspruch 10 gelost . Weitere vorteilhafte 

Ausgestaltungen und Aspekte der Erfindung ergeben sich aus 
den abhangigen Anspruchen und der Beschreibung . 

Der erf indungsgemaSe Hauttest kann auch zum Nachweis 
spontaner Regress ionen von Papillomaviruskarzinomvorlauf ern 
(CIN) eingesetzt werden. 
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In einem weiteren Aspekt kann der erf indungsgemaSe Hauttest 
auch im Bereich der Forschung eihgesetzt werden, urn 
Mechanismen bei der Ruckbildung von durch HPV bedingten 
Lasionen zu untersuchen. 

Im folgenden wird die vorliegende Erfindung anhand eines 
Beispiels erlautert, bei dem die prinzipielle Eignung des 
Hauttests fur die Uberpriifung von Impferfolgen anhand von 
nit:ht geimpften Patientinnen, die jedoch zum Teil spontane 
Regressionen der Zervixkarzinome und Vorlaufer derselben, und 
somit eine dem Impferfolg gleichzusetzende Eigenschaft 
aufwiesen, gezeigt wird. Es wurden synthetische Peptide fur 
den Hauttest gegen HPV16-E6 oder -E7 verwendet . Diese bieten 
gegenuber der Verwendung von nativen Proteinen oder 
Fusionsproteinen den Vorteil, daS eine Verunreinigung mit DNA 
ausgeschlossen werden konnte, da syntethische Peptide mit 
absoluter Sicherheit frei von problematischer Kontamination 
mit DNA sind. 

Eine beispielhaf te Hauttestung mit den Peptidantigenen fiir 
das Onkoprote^in" .HPV16-E7^wurde bei "Patient inneri - durchgefuhrt . 
Es konnte uberraschend gezeigt werden, daS erstens eine 
zellulare Immunreaktion gegen das virale Onkoprotein HPV16 E7 
In vivo erfaSbar ist und zweitens synthetische Peptide 
Proteine fur Hauttestungen ersetzen konnen. Drittens konnte 
eine Assoziation einer positiven Hauttestreaktion im Sinne 
einer "delayed * type hypersensitivity" mit Regression 
zervikaler Krebsvorlauf er beobachtet werden. Eine solche 
Korrelation ist nicht vorbekannt . Die Beobachtung untermauert 
die potentielle Bedeutung des Antigens HPV16 E7 in einem 
therapeutisch wirksamen Impfstoff ^ und zeigt die 
Verwendbarkeit des erf indungsgemaSen Hauttests fur die 
Bestimmung des Immunstatus beziiglich E6 und E7 . 

Fur die Ausfuhrung des erf indungsgemaSen Beispiels wurden 
funf einander iiberlappende , relativ lange Peptide aus je ca . 
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3 0 Aminosauren fur das Onkoprotein HPV 16 E7 und ein 
Kontrollpeptid zufalliger Sequenz gleicher Lange verwendet . 
Die Sequenz fur die 98 Aminosauren des HPV16 E7 Proteins ist 
bekannt (Seedorf et al . J. Gen. Virol., 71, 2719 (1990)). Die 
Peptide wurden am Dep. IHB/AZL (Leiden, Holland) in einem 
"multiple peptide synthesizer" hergestellt . Die Peptide 
wurden mit Hilfe der " Fmoc " -Technologie synthetisiert , 
mittels Ather aus Trif luorsaure prazipitiert und anschlieSend 
lyophilisiert . Die Reinheit der Peptide wurde mittels 
"reverse phase high pressure liquidchromatography" uberpruf t . 
Peptide zum Einsatz mit dem erf indungsgemaSen Hautest konnen 
jedoch auch auf andere, Fachleuten gelaufige, Weise 
hergestellt werden , 

Die im Einbuchstaben-Code angegebenen Sequenzen fiir die 
einzelnen, getesteten Peptide waren: 

1 . MHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQUSTD 

2 . DliYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRA 

3 . PAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQ 

4 . CDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIV 

5 . STHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKP 

sowie als Kontrollpeptid: 

6 . SENKELKKAIDGLQGLLLGLRQRIETLEGK 

Der Einbuchstaben-Code der Aminosauren ist beispielsweise in 
Rompps Chemie Lexikon, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Band 
1, Seite 160/161, (1989) erlautert . 

Fur die Hauttestung wurden die Peptide nach 
Sterilitatsuberpruf ung und Pyrogentest in einer Konzentration 
von 1 mg/ml in 70 % Glycerin gelost und etwa 0,01 ml dieser 
Losung streng intrakutan in die oberste Dermis und die 
Epidermis der Testpersonen injiziert. Jedes Peptid wurde 
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getrennt (5 HPV16 E7-Peptide + 1 Kontrollpept id) eingesetzt. 
Es versteht sich jedoch, da£ auch Kombinationen der Peptide 
untereinander oder/und mit entsprechenden Peptiden von HPV E6 
verwendet werden konnen. Parallel zur Hauttestung mit E7- 
Antigenen wurde zumeist die allgemeine Abwehrlage gegen 
klassische Recall -Ant igene mit einem Immunblock, z.B. 
Merieux-Multitest "Sero", Testsystem mit 7 Antigenen und 
einer Kontrolle zur Bestimmung des Status der 
zeilvermittelten Immunitat, hergestellt vom 

serotherapeutischen Institut Wien GmbH in Lizenz von Pasteur 
Merieux S.V., Lyon, Frankreich, bestimmt. Als positiv wurden 
Reaktionen mit einer rotlichen Papelbildung mit mindestens 2 
mm Durchmesser gewertet . 

Die Hauttestung wurden an insgesamt 19 Patientinnen mit 
pramalignen oder malignen HPV bedingten Lasionen ausgefuhrt. 
Solche Erkrankungen sind mit einer Wahrscheinlichkeit von in 
etwa 50% durch den HPV-Typ 16 verursacht, in weiteren 4 0% 
der Falle sind andere "high risk" -HPV-Typen anzunehmen: 

' ZwoTf" PatTehtinnen "rait"h6hergradigen zervikalen 
intraepithelialen Neoplasien (ZIN III) , davon 4 mit 
Regressionshinweis zum Zeitpunkt der Untersuchung 
(spontaner Ruckgang von Pap III D auf Pap II) 
S i eben Pat ient innen mit Zevixkarzinomen . 

Somit wurden 19 Patientinnen getestet, von denen 4 
Regressorinnen und 15 Progressorinnen waren. 

Als Kontrollpersonen wurden zwei Manner ohne Hinweis auf 
HPV16-Inf ektion verwendet. 

Begleitend wurden die hautgetesteten Personen serologisch 
mittels ELISA mit "virus like partikles (VLPs) " als Antigen 
auf neutralisierende Antikorper gegen HPV 16 in Fachleuten 
gelaufiger Art und Weise untersucht. Serologische 

j 
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Untersuchungen sind fur den spezifischen Hauttest selbst 
nicht notig, wurden jedoch im Beispiel zur Erweiterung der 
wissenschaf tlichen Aussagekraft der Ergebnisse mit 
durchgefuhrt . Abstrich- oder Biopsiematerial der Lasionen 
wurde fur spatere Virustypisierung mittels PGR bei -80 °C 
eingelagert, vorerst wurde mit dot blot (ViraType, Digene 
Diagnostics, Silver Spring, MD) auf die HPV-6/11, -16/18 und 
-31/33/35 untersucht. Eine Lymphozytenbank fur erganzende in 
vi'tro Untersuchungen wurde angelegt . 

Die Regressorinnen (4/4) zeigten eine maSige (1 Fall) bis 
Starke (3 Falle) Immunreaktion gegen einzelne Peptide des 
Onkoproteins E7 . Bei den 15 Progressorinnen und bei beiden 
Kontrollpersonen fand sich keine eindeutige Reaktivitat im 
Hauttest . Der Verlauf der Hauttestreaktion war im Vergleich 
zu einer klassischen Tuberkulinreaktion deutlich verzogert . 
Ablesungen waren deshalb meist eine Woche nach der Testung am 
besten moglich. Reaktionen auf das Kontrollpeptid fanden sich 
in keinem Fall , 

Die Reaktionen wurden f otodokumentiert , eine Reaktion wurde 
biopsiert und histologisch untersucht, Ahnlich wie schon bei 
fruheren Hauttestungen mit LI beobachtet, fand sich ein 
lymphozytares Infiltrat, welches mit einer "delayed type 
hypersensitivity reaction" vereinbar erschien. Antikorper 
gegen HPV16 LI fanden sich in 4 der 7 Patient innen mit 
Zervixkarzinom und bei nur einer Pat lent in mit CIN. 
Zusammenf assend ging somit der Antikorpernachweis gegen 
HPV16-L1-VLPS of f ensichtlich eher mit einer Progression 
einher, wahrend eine zellulare Immunreaktion gegen HPV16-E7 
im Hauttest mit der Ruckbildung prakanzeroser zervikaler 
Lasionen assoziiert war. 

Die Ergebnisse belegen die Wirksamkeit des Hauttests zum 
empf indlichen Nachweis einer zellularen Immunreaktion gegen 
HPV16-E7, die bei den untersuchten Fallen mit spontaner 
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Ruckbildung einer HPV-assozierten Krebsvorlauf erlasion 
einherging. 

Da mit dem beschriebene Hauttest eine Immunreaktion erfaSt 
wurde, die mit Regression von Krebsvorlauf erlasionen 
assoziiert war, kann der Hauttest als Instrument zur 
Kontrolle eines Impferfolges gegen E6 und/oder E7 eingesetzt 
werden. Ein breit angelegtes Screening mittels Hauttestung 
zur Aufklarung der Mechanismen einer immunologisch mediierten 
Tumorruckbildung ist ebenfalls moglich. Aufgrund des extrem 
hohen Aufwandes fur in vitro Experimente ist die Untersuchung 
einer zellularen Immunitat bei einer groSen Zahl von 
Patienten durch Laboruntersuchungen kaum moglich. Im Rahmen 
zukiinftiger Impfstudien mit einer hypothetisch therapeutisch 
wirksamen Vakzine gegen das Zervixkarzinom durch 
Immunisierung gegen das Tumorprotein HPV16-E7 ist der 
erf indungsgemaSe Hauttest eine ideale, well praktikable und 
sensitive Methode, um das gewunschte Ansprechen des 
zellularen Immunsystems auf die Impfung zu erfassen. 

Im obigen Beispiel wurden die "verwendeten Peptide "in 70 %~ - 
Glycerin gelost . Glycerin ist bevorzugt, da es eine fur die 
intrakutane Applikation geeignete Viskositat aufweist und 
zudem desinf izierend wirkt . Erf indungsgemaS konnen jedoch 
auch andere, geeignete Losungsmittel verwendet werden, unter 
Umstanden mu£ aufgrund des Loseverhaltens eines Peptids 
dieses in einer speziell angepaSten Losung gelost werden. Den 
erf indungsgemaS verwendeten Losungsmitteln konnen auch 
weitere Additive zugesetzt sein, wie Emulgatoren, Chelatoren, 
Desinf ektionsmittel u . a . 

Der Hauttest kann durch intrakutane Injektion einer wirksamen 
Menge an gelostem E6- und/oder E7-Antigen mittels einer 
Spritze durchgefuhrt werden. Demzufolge enthielte das 
Diagnosekit eine oder mehrere Ampullen, Spritzen und Kanulen. 
Erf indungsgemaS ist auch die Verwendung von speziell fur 
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Hauttestungen entwickelten Applikatoren moglich und 
bevorzugt, wie etwa der Multitest " SERO" -Teststempel von 
Sero-Merieux (Siehe oben) oder der Stempel fiir den TINE-Test. 
Das erf indungsgemaSe Diagnosekit kann demzufolge Ampullen mit 
Antigen (en) und/oder Applikatoren enthalten. 

Im obigen Beispiel wurde anhand von HPV 16-E7 die 
Wirkungsweise des erf indungsgemaSen Hauttests beschrieben. Es 
kann jedoch auch E6 verwendet werden. Ebenso ist es moglich, 
den Hauttest durch die Verwendung von E6 und/oder E7 anderer 
HPV-Typen zur Erkennung einer Immunantwort gegenuber diesen 
Stammen einzusetzen. Durch den nahen Verwandschaf tsgrad 
verschiedener HPV-Typen ist es schliefilich auch moglich, 
Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen HPV-Typen auszunutzen, 
urn einen universelleren Hauttest gegen verschiedene HPV-Typen 
gleichzeitig einzufuhren. 

Die fur eine sichtbare Immunreaktion notwendig applizierte 
Menge von Antigenen hangt von verschiedenen Faktoren ab, Sie 
kann daher erf indungsgemaS zwischen 0.01 und 10 fig, 
vorzugsweise zwischen p,,05 und 5 fig Antigen pro Applikation 
liegen. Hierbei ist fur die Zusammenstellung von 
Antigenlosungen fur Diagnosekit s zu beachten, daS nur ein 
Teil der Losung in den intrakutanen Bereich gelangt, wahrend 
ein anderer Teil auf der Haut des Probanden verloren gehen 
kann oder in der Losungsampulle zuruckbleibt • 
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Zusammenf assung 

Ein Hauttest zur Bestimmung des Immunstatus bezuglich der 
transf ormierenden Virusproteine EG und E7 von humanen 
Papillomaviren wird bereitgestellt . Der Hauttest beinhaltet 
ein Diagnosekit , das eine wirksame Menge des Proteins E6 
und/oder E7 Oder zutnindest eines immunologisch wirksamen 
Teils von E6 und/oder E7 enthalt . Der Hauttest wird 
durchgef lihrt , indem das Protein E6/E7 aus dem Diagnosekit 
intrakutan appliziert und die betreffende Hautstelle visuell 
inspiziert wird, urn Rotungen f estzustellen . 
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